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１２．獣医科学部

部長  前田 健

概 要

獣医科学部は、戸山庁舎に配置され、第一室、第二室、第

三室の 3 室で構成され、動物由来ウイルス感染症、動物由来

細菌感染症のリファレンス・研究業務を行っている。第一室は

ブルセラ症、カプノサイトファーガ感染症、鼠咬症、SFTS、新

興動物由来感染症を、第二室は狂犬病、リッサウイルス感染

症、ニパウイルス感染症、炭疽を、第三室は野兎病及び近縁

菌、B ウイルス、コロナウイルス等に関するリファレンス業務、研

究業務を行っている。また、SARS-CoV-2 に関しては部全体で

の対応を行っている。

第一室では、SFTS ウイルスの動物感染実験、愛玩動物の

診断、動物での疫学調査を行っている。その過程で、静岡県

では最初の患者報告に先駆けてネコ・イヌの SFTS発症例を確

定し、また、SFTS 発症ネコの流死産例についても解析を行っ

た。国内 COVID-19 の伴侶動物での病態解明のためネコで感

染実験を行い、発症はしないが急性期にウイルスを鼻腔、口

腔から排出することを明らかにした。検査用 Brucella canis

抗原の製造撤退による民間検査機関での抗体検査中止に対

応するため、厚生労働省と協議の上、当室で検査抗原を作成

し、行政検査としてブルセラ症抗体検査を開始した。長野県

内の新規ブルセラ属菌の位置づけを明らかにするため、遺伝

子解析等を行った。カプノサイトファーガ感染症の疫学調査を

継続して実施するとともに、C. canimorsusの莢膜遺伝子型と

ヒトへの病原性の関連の解析および当室で発見した新菌種の

公衆衛生上のリスク評価を進めている。鼠咬症は継続して依

頼検査および調査研究を実施している。Ｂウイルスに関しては

サルでの疫学調査を行い、野生のサルの多くが感染している

ことを再確認した。

第二室では、国内外の関係機関等の協力を得て狂犬病、

炭疽、へニパウイルス感染症等に係る予防体制の推進に係る

調査研究を行って、感染源動物及び危機管理対応に関わる

診断系の構築、アジアを中心とした海外の感染症研究機関等

との共同研究によるラボラトリーネットワーク構築の強化を継続

して行った。豊橋市における狂犬病患者の発生を受けて、現

地調査に同行するとともに、診断・ウイルス分離を行った。更

に、分離ウイルスを用いた新規ワクチン開発も開始した。また、

国産の狂犬病ワクチン生産の問題点を解決するためのワクチ

ン改良に関しても研究を開始した。更に、狂犬病以外のリッサ

ウイルスの調査のための、抗体診断のための基盤を整備して

いる。

第三室では、野兎病の病原性関連遺伝子破壊株の病原性

を確認、宿主側の感染防御に関わる遺伝子の同定、環境に

おける生残性の検討、国内患者由来株である Francisella 

hispaniensis の全塩基配列を決定した。更には死亡動物調

査システムの構築と運用を行っており、SFTS への展開応用を

進めている。野生鳥獣肉に関わる E 型肝炎ウイルスのリスクに

関して、検査を継続している。動物の SARS-CoV-2感染を検査

するための、検査法を確立した。また、SARS-CoV-2 の全ゲノム

解析法を導入し、ヒトを含む SARS-CoV-2 ゲノムの解析を実施

している。更に、SARS-CoV-2 の所における抗体検査チームに

参加し、貢献している。

当該年度は、客員研究員 6名：森川茂（岡山理科大学獣医

学部）、春原正隆（日本歯科大学生命歯科学部）、下田宙（山

口大学共同獣医科学部）、佐藤克（佐藤獣医科）、朴天鎬（北

里大学獣医学部獣医病理学研究室）、武藤淳二（科学警察

研究所法科学第一部生物第５研究室）

協力研究員 6 名：山崎明子（岩手大学農学部）、彦野弘一

（帝京科学大学生命環境学部）、山田健太郎（大分大学全学

研究推進機構）、後飯塚僚（東京理科大学生命医科学研究

所）、櫻井正幸（東京理科大学生命医科学研究所）、岡田修

平（東京理科大学生命医科学研究所）

研究生 7 名：黒田雄大（山口大学共同獣医学部)、立本完

吾（山口大学共同獣医学部)、Milagros Virhuez Mendoza

（山口大学共同獣医学部)、原田倫子（山口大学共同獣医学

部)、井上雄介（山口大学共同獣医学部）、土井寛大（日本獣

医生命科学大学獣医学部）、紀熙華（東京理科大学 生命医

科学研究所）

実習生 3 名：池田聖（東京農業大学農学部動物科学科）、

西本耕生（東京農業大学農学部動物科学科）、宮川武大（東

京農業大学農学部動物科学科）が在籍した。
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当部は、山口大学共同獣医学研究科（専任教員：前田

健）・連合獣医学研究科(指導教員：前田健)、及び岐阜大学

大学院連合獣医学研究科の連携大学院講座（教授：前田健、

准教授：井上智）として学生指導を行っている。

業 績

調査・研究

I．愛玩動物由来感染症に関する研究

１．愛玩動物由来感染症の調査研究

厚生労働行政推進調査事業補助金・愛玩動物由来感染症

研究班として、各種愛玩動物由来感染症の発生状況調査、カ

プノサイトファーガ属菌の薬剤耐性と莢膜遺伝子型の解析、

エキノコックス症における愛知県の野犬の陽性率調査と北海

道の農村部飼育犬調査、ドバトの Chlamydia psittaciや野

良猫の C. felis の保有状況調査、愛玩用エキゾチックアニ

マルの流通過程や展示施設における異常死等の原因解明、

地域猫および家庭飼育猫における薬剤耐性菌保有率調査、

などを行い、得られた知見を元に一般飼育者･国民に対する

啓発のための情報発信を行った。[今岡浩一、鈴木道雄；森

嶋康之（寄生動物部）、宇根有美、小野文子（岡山理科大学）、

福士秀人（岐阜大学）]

II．ブルセラ症に関する研究

１．ブルセラ症の疫学的調査研究

ブルセラ症（Brucellosis）は、ブルセラ属菌（Brucella

spp.）による動物由来感染症で、1999年 4月 1日施行の感染

症法に基づく感染症発生動向調査では 4類感染症として、診

断した医師に全数届出が義務付けられている。当室では国内

症例について行政検査対応を担当しているが、令和 2年度に

は、患者 1例（B. canis感染 1 例）が届け出られ、1999 年度

からの累計では、47例（B. melitensisまたは B. abortus感

染 15 例、B. canis 感染 32 例）となった。前者はすべて輸入

症例であり、後者はすべて国内感染例となっている。 [今岡

浩一、鈴木道雄、朴ウンシル、前田健]

２．ブルセラカニス抗原の調整とブルセラ症抗体検査体制の

確立

ヒトのブルセラ症検査に使用していた B. canis 抗原のシン

グルサプライヤーの製造撤退により、これまで行われていた民

間検査機関でブルセラ症の抗体検査診断ができなくなった。

厚生労働省と協議の末、感染研で B. canisの検査用抗原を

作成し、家畜ブルセラ属菌に対する抗体検査と合わせて行政

検査として検査を実施することになった。検査用抗原の作成と

検査のバリデーション、検査実施開始を受けて、厚生労働省

健康局結核感染症課より 2020 年 10月 21 日付で、地方自治

体衛生主管部局・日本医師会など関係諸機関に 2020 年 10

月 26 日以降、ブルセラ症の検査は当方にて行政検査として

実施する旨、通知を発出し、対応を開始した。[今岡浩一、鈴

木道雄、前田健]

３．既存のブルセラ属菌とは異なるブルセラ属菌による感染事

例の検討

新規ブルセラ属菌（SCH17, MAH18）の MLST9によるシーケン

スタイピング（ST）では、7遺伝子については B. suis biovar 

5の配列と完全一致したが、glkと omp25については 2株の間

に、それぞれ 1 塩基の置換が認められた。全体では、ST19

（ B.suis biovar5 ） 、 25 （ B. pinnipedialis ） 、 53 （ B. 

microti）と近縁だがそれぞれ異なる 1遺伝子に違いがあった。

鞭毛関連遺伝子群では、B. suis biovar 5 と同様に新規ブ

ルセラ属菌は半数ほどを欠損していた。全ゲノム解析や

MLST9、生化学的性状解析の結果などから、新規ブルセラ属

菌は B. suis biovar 5の subspeciesの位置づけになる可

能性が考えられた。また、長野県内の動物病院を受診した犬

87 頭・猫 115 頭の調査では、家畜 Brucella属菌に対する抗

体陽性はいなかったが、B. canis に対する抗体陽性犬が 2

頭確認された。

[今岡浩一、鈴木道雄、朴ウンシル、前田健；森川茂（岡山理

科大学）]

４．両生類由来ブルセラ属菌に関する研究

国内で各種のカエルから分離された Brucella属菌 6株に

ついて、MLST9 によるタイピングを行った。その結果、国内分

離株は 3 つのシーケンスタイプ（ST）に分けられた。海外分離

株にはこれらと完全一致する ST はなく、それぞれが新しい ST

であることが明らかとなった。Glucokinase（glk）遺伝子をター

ゲットとした PCR検出系を構築した。同検出系は国内カエル分

離株全てを検出するが、家畜 Brucella菌を主とする Classic

Brucella は検出せず、両者の鑑別が可能となった。[鈴木道

雄、今岡浩一、前田健]

Ⅲ．カプノサイトファーガ感染症に関する研究

１．カプノサイトファーガ感染症の調査研究
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イヌ・ネコが保菌する Capnocytophaga 属菌は、ヒトがイヌや

ネコに咬傷・掻傷を受けた際に傷口から感染する。継続して

実施している患者の発生状況調査では、これまでに国内で計

114 例（うち死亡 22 例）を把握した。このうち C. canimorsus

感染が 109例（うち死亡 21例）とその大半を占めていた。患者

の年齢は 20～90 代で、40 代以上が 96％を占め、平均年齢

は約 65歳であった。また、性別は男性 84例、女性 30例で男

性が 74％を占めた。症状は敗血症が 80％超を占め、報告さ

れている患者の大半が重症例であった。国内臨床分離株の

9.2%がクラス Dのβ-ラクタマーゼを保有していた。ネコ口腔か

ら分離された新規の Capnocytophaga 属菌について、C. 

felis と命名して論文発表し、正式な新菌種として認められた。

[鈴木道雄、今岡浩一、前田健]

Ⅳ. 痘そうワクチンに関する研究

１．細胞培養弱毒性痘そうワクチンの特性解析および品質試

験法に関する研究

Lister 株から低温馴化により LC16 株、LC16mO 株を経由し

て樹立された安全性の高いワクチン株である LC16m8 株は、継

代培養するとプラークサイズのやや大きい LC16mO 型（medium 

size plaque; MSP）のウイルスが出現する。これまでに、痘そ

うワクチンの MSP 検出に mutation specific primer による

qPCR と次世代シークエンス解析により MSP 検出および定量化

に有用であることが考えられた。その検出を更に簡便化すると

共に、ウイルスレベルで検出できる検出系を検討した。

Vaccinia virus の B5R は 317 個のアミノ酸からなり、signal 

peptide (1-19aa), short consensus repeats (SCR) I 

(20-71aa), SCR II (75-124aa), SCR III (129-181aa), 

SCR IV (185-236aa), transmembrane domain (276-303aa)

の domain から構成されている。痘そうワクチン株である

LC16m8 の B5R は途中で 1 塩基欠損により中止コドンは生じる

ために、92 個のアミノ酸からなる。MSP はその欠損部位周辺に

1 塩基挿入、4 塩基挿入、2 塩基欠損により open reading 

frame が復帰し、全長の B5R を有する。そのため、Vaccinia 

virus, LC16mO, MSPは全長の B5R遺伝子を有し、相同性が

高い。そこで、LC16m8 及び MSP の B5R の共通抗原として、1-

92 アミノ酸の中で 3 種類の抗原（Ag1:20-75aa, Ag2-1:46-

86aa, Ag2-2:51-86aa）の作製を計画した。また、B5R の細胞

外ドメインは short consensus repeats構造が繰り返されて

いるため、その部位を除いた 237-275aaの部位を MSP特異的

抗原(Ag3)としてデザインした。それぞれのアミノ酸の N末端に

GST タグを付与する大腸菌用発現プラスミド pGEX-6p-1 に各

種 PCR 産物を挿入し大腸菌発現及び精製により、4 種類の抗

原を作製した。LC16mO-B5R に対するウサギ由来抗血清、

LC16m8-B5Rに対するウサギ由来抗血清を用いて、作製した抗

原の特異性を immunoblot 解析により確認した。LC16mO-B5R

に対するウサギ由来抗血清は B5R全長に対する抗体であるた

め、LC16m8 及び MSP 共通抗原を検出できる。LC16mO-B5R に

対するウサギ由来抗血清による immunoblot 解析では 4 種類

全ての抗原において陽性反応が確認された。また、LC16m8-

B5R に対するウサギ由来抗血清を用いた immunoblot 解析で

は Ag1, 2-1 及び 2-2 においては予想されたサイズでバンド

が確認されたが、Ag3においてはバンドが認められず、予想通

りの結果となり、Ag1, 2-1, 2-2 及び 3 において抗原の特異

性は確認された。

一方、天然痘ウイルスがバイオテロに用いられる可能性が

あることから、痘そうワクチン接種者と感染者が鑑別できる診

断系の確立も必要である。その診断系は最近再流行している

サル痘ウイルスや牛痘ウイルスも vaccinia virusの B5R と相

同性が高く、これらが検出できる診断法にもなり得る。今回作

製できた 4 種類の抗原はより簡便化された MSP 検出系のウサ

ギ由来抗血清作製の抗原にもなるが、バイオテロに用いられ

る可能性のある天然痘ウイルス感染者と痘瘡ワクチン接種者

を血清学的に鑑別できる抗原としても利用可能である。現在

は作製できた 4 種類の抗原をウサギに接種し、それぞれ特異

的抗血清を作製中である。 [Milagros Virhuez Mendoza、

朴ウンシル、前田健]

V. 動物由来感染症に関する研究

1. 遺伝子型による SFTSV の病原性相違検索に関する研究

これまでネコを用いた SFTSV 感染実験からネコはヒトと同様

に SFTSV 感染するが、ヒトより重篤化することが分かっている。

しかし、感染させた SFTSV の株によって病原性に相違が確認

されたため、致死的マウスモデルを用いて、その原因を検証し

た。IFNαR1遺伝子欠損 (IFNαR1 KO) マウスは SFTSV感

染の致死的モデルとして用いられる。SFTS 患者から分離され

た遺伝子型 J1 に属する SPL010はネコ及び IFNαR1 KOマウ

スとも感染 5日目(5 dpi)から体重減少が認められ、7-8 dpi

では生存率が 0-30%になる。この時期には白血球減少、血小

板減少も認められ、病理組織学的所見では頸部リンパ節、鼠

径リンパ節、腸間膜リンパ節の腫大が観察され、ウイルス抗原

も陽性を示す。しかし、SFTS 発症ネコから分離された遺伝子
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型 C5 に属する Cat#1 を感染させたネコ及び IFNαR1 KOマウ

スは上記の症状や所見は認められない。SFTSV に対する IgG

や中和抗体力価の上昇は認められ、感染は成立している。そ

こで、遺伝子型 J1、C4, C5に属する複数の SFTSVを IFNαR1 

KO マウスに感染させ、50％致死容量(LD50)を測定した。その

結果、遺伝子型 J1 及び C4 に属する SFTSV は高い致死率を

示し、遺伝子型 C5に属する SFTSVは低い致死率を示した。し

かし、C5 の中でも J1 と同様に高い致死率、低い LD50 を示す

株が確認され、遺伝子型というよりは SFTSV の株、そのものに

病原性の相違を現す原因があると考えられた。現在、その原

因遺伝子を検索するために、 reverse genetics による

SPL010 株及び Cat#1 株のキメラウイルス作製を試みている。

[朴ウンシル、立本完吾、石嶋彗多、宇田晶彦、野口章、黒田

雄大、加来義浩、奥谷晶子、今岡浩一、前田健；森川茂、渡

辺俊平（岡山理科大）；下島昌幸、黒須剛、吉河智城、西條政

幸（ウイルス第一部）、永田典代、岩田（吉河）奈緒子、和田雄

治、鈴木忠樹（感染病理部）、長谷川秀樹（インフルエンザ・呼

吸器系ウイルス研究センター）、網康至、花木賢一（安全実験

管理部）]

2. ネコの新型コロナウイルス感染症に関する研究

国内外に COVID-19 患者のペットから新型コロナウイルス

(SARS-CoV-2)の遺伝子が検出される事例が報告された。更

に、野生動物や動物園で飼育されている動物の SARS-CoV-2

自然感染事例も相次いで報告され、動物の新型コロナウイル

ス感染症として検証することが目的である。ネコに 102, 104, 

106 TCID50を接種した結果、感染後 7日目(dpi)まで鼻腔、口

腔から感染性のあるウイルスを排泄することが分かった。

SARS-CoV-2 に対する中和抗体が上昇する時期とウイルスが

減少する時期が一致することから、中和抗体などの免疫からウ

イルスが排除されることが分かった。呼吸器症状や消化管症

状は認められなかったが、肺組織からはウイルスの抗原及び

軽度の炎症細胞浸潤が観察され、ネコは SARS-CoV-2 感染に

よって COVID-19 患者ほど重症化はしないことが推測された。

しかし、102 TCID50 の少量のウイルス感染によっても大量のウ

イルスを排泄し、一部のネコは直腸からも持続的に感染性の

あるウイルスを排泄することが分かったため、コロナ渦でネコが

感染源になるリスクがあることが示唆された。ネコは SARS-CoV-

2 感染により重症化はしないが、感染源になり得るため、注意

喚起が必要である。また、ネコは自然感染モデルや COVID-19

の治療薬及びワクチン開発のモデルにもなり、現在も研究を

進めている。[朴ウンシル、黒田雄大、宇田晶彦、加来義浩、

奥谷晶子、立本完吾、石嶋慧多、前田健 （獣医科学部）；網

康至（安全実験管理部）、白倉雅之、鈴木康司、長谷川秀樹

（インフルエンザウイルス研究センター）；原田俊彦（安全実験

管理部）；相内章、志和希、岩田奈織子、永田典代、鈴木忠

樹（感染病理部）]

3. Amaウイルスに関する研究

国内のダニから分離された新規オルソナイロウイルスである

Ama ウイルスの病原性に関する感染実験を実施した。病原性

が不明であるため、様々なウイルスの致死的モデルとして知ら

れている IFNαR1 KOマウスに 103 ffu の Ama ウイルスを感染

させた。感染後 3 日目、5 日目に採血し、ウイルスゲノム検出

を試みた結果、3 日目では 13 copies/µℓのウイルスゲノムが

検出され、ウイルス血症が確認されたが、5 日目では検出され

ず、ウイルスが排除された可能性が考えられた。更に、Ama ウ

イルスに対する IgG の力価を蛍光抗体法により測定した結果、

感染後 21 日目では 10,000 倍まで上昇していることが分かっ

た。しかし、体重減少等の症状は認められなかったため、Ama

ウイルスは IFNαR1 KO マウスでは病原性を示さないことが明

らかとなった。現在、Ama ウイルス感染 IFNαR1 KOマウス体内

のウイルス抗原を免疫組織化学染色により確認するために、

ウサギ由来の抗血清作製を計画している。近年新規ウイルス

が相次いで報告される中で、病原性不明の感染症に備えてこ

のような実験体制を確立することはこの研究の一つの意義で

ある。[朴ウンシル、立本完吾、前田健；小林大介、伊澤晴彦

（昆虫医科学部）]

Ⅵ. 重症熱性血小板減少症候群（SFTS）に関する研究

1. 伴侶動物における SFTSの調査研究

国内の伴侶動物における SFTS の発生状況を把握すること

を目的として、2017 年から継続して SFTS ウイルス遺伝子検出

と抗 SFTS ウイルス抗体検出を実施している。本年度において

は、SFTS 疑いのネコ 123 例、イヌ 32 例について検査を実施

し、ネコ 23 例、イヌ 1 例が SFTS と確定診断された。累積した

症例から、SFTS 発症イヌではヒトと異なり高 CRP 値を呈するこ

と、ネコと同様に高い死亡率(8例中 4例、50%) を示すことが

明らかになった。[石嶋慧多、立本完吾、井上雄介、原田倫子、

朴ウンシル、前田健]

2. SFTS ウイルスの系統解析
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伴侶動物由来の SFTS ウイルス 77 株について M 分節の末

端領域を除く全塩基配列を決定し、既報のウイルス株と合わ

せて系統解析を実施した。既知の分類と同様、日本の遺伝子

型(J1-3) と中国の遺伝子型(C1-5)に分類された。日本の

SFTS ウイルスの大部分は J1 型に属していた。日本のネコから

分離された J1型の SFTSウイルスは韓国のヒト由来株と 99.9%

以上の相同性を示していた。他の遺伝子型はそれぞれ地域

性のある分布を示したが、C4型のネコ由来のウイルス株は、浙

江省・韓国由来株と高い相同性(99.4%以上)を示した。[石嶋

慧多、朴ウンシル、立本完吾、前田健]

3. 流行地におけるイヌの血清を用いた ELISA系確立

国内の SFTS 流行地で症状と関係なく採取された血清 199

検体について、中和試験を実施した。その結果、13 検体が中

和抗体価 10倍以上と判定された。IgG 検出 ELISAを実施し、

ROC 解析を実施した結果、カットオフ値を OD 値>0.129 と設定

したときに、感度=特異度=92.31%で IgG陽性検体を検出可能

だった。IgM 検出 ELISA については、遺伝子検査の結果と比

較して ROC 解析を実施したところ、カットオフ値を OD 値>0.645

と設定することで、特異度 100%で検出可能であった。[立本完

吾、石嶋慧多、朴ウンシル、前田健]

4．山口県のシカ、イノシシにおける SFTS ウイルス中和試験の

実施

2009 年から 2019 年に山口県内で捕獲されたシカ 789 頭、

イノシシ 517 頭の血清を用いてウイルス中和試験による抗

SFTSV抗体調査を実施した。血清 10倍希釈において、シカで

789頭中 510頭（64.6%）、イノシシで 517頭中 199頭（38.5%）

が中和抗体を有していた。捕獲年別でシカでは 2009 年から

2012年まで約 40％の抗体陽性率を示したが、2013 年以降上

昇し、2015 年以降は約 80%以上の抗体陽性率を維持した。イ

ノシシでは 2014 年まで 20%から 30%の抗体陽性率が 2015 年

に約 60%まで上昇し、その後 40－60%を推移した。山口県にお

いても SFTSVの流行状況に変化が起きていることが分かった。

[立本完吾、石嶋慧多、朴ウンシル、前田健]

5. 国内のシカ、イノシシにおける SFTSウイルスの血清疫学調

査

今年度、改めてシカおよびイノシシにおける ELISA 法につ

いて、ウイルス中和試験との比較により、カットオフ値を算出し

た。その結果、シカでは OD 値：0.390、イノシシでは OD 値：

0.160 が求められた。算出したカットオフ値を用いた集計結果

では、日本のシカ 3443 頭中 864 頭が抗 SFTSV 抗体陽性とな

り陽性率は 25.1％であった。イノシシにおいては 2110 頭中

626 頭が抗 SFTSV 抗体陽性となり陽性率は 29.7％であった。

ヒトや動物での SFTS 発症例が数多く報告されている関西・中

国・四国・九州ではシカ、イノシシ共に抗体陽性率が高い。そ

れに対し、症例報告がない関東以北においては陽性率が低く

示された。しかし、関東地方の一部地域においてはシカで

2015 年(7%)、2016 年（20%）2017 年（19%）、2018 年（37%）、

2019 年（32%）と抗体陽性率が上昇している地域も認められて

いる。[立本完吾、石嶋慧多、朴ウンシル、前田健]

6. 家畜動物を対象とした SFTS ウイルスの疫学研究

中国地方において飼育される飼養牛を対象に ELISA 試験

とウイルス中和試験を用いた抗体疫学検査を実施した。その

結果、133 頭中 1 頭（0.8％）の牛が抗 SFTSV 抗体を保有して

いた。中国の疫学研究では牛をはじめ山羊や羊などの反芻

家畜動物において高い抗体陽性率が報告されていたが、そ

れらに比べ、国内の飼養牛においては低い抗体陽性率を示

すことが分かった。[立本完吾、石嶋慧多、朴ウンシル、前田

健]

VII. 狂犬病に関する研究

1．わが国の狂犬病予防体制の推進のための研究

狂犬病予防体制推進の方策を検討するために、フランス、

イギリス、オーストラリア、台湾等の関係機関における取り組み

と国内の狂犬病体制整備事業を比較することによって日本で

必要と考えられる狂犬病サーベイランス、検査、情報収集等

の体制整備強化方法の検討を行った。いずれの国も狂犬病

に対するリスク評価とリスク管理に基づいたヒト対策と動物対策

が準備されており、医師および獣医師の定期的な研修会開催

等による One Health 視点での取り組みの継続も行われてい

た。特に、コウモリ等の野生動物に対するサーベイランスが進

展しており、狂犬病の感染疑い患者に対する発症予防（PEP）

の徹底とともに、動物による咬傷患者データベース、野生動物

の死亡個体調査、コウモリの狂犬病サーベイランス等によって、

ヒト対策（発症予防の徹底）を軸に野生動物を含めたサーベイ

ランス強化が One Health 体制整備の要として行われていた。

[井上智、堀田明豊、野口章、前田健；フランス・パスツール研

究所狂犬病ユニット、フランス食品環境健康安全機構狂犬病

野生動物ナンシーラボラトリー、英国動物衛生獣医診断機構、
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オーストラリア疾病予防センター、台湾動物衛生研究所、台湾

CDC、台湾大学獣医大学院]

2. アジアの狂犬病ラボラトリーネットワーク促進と共同研究体

制強化等に関する研究

フィリピン熱帯医学研究所（RITM）とともに動物の洞毛等神経

組織を利用した新規病理診断法の開発およびバーチャルスラ

イド等を利用した遠隔地とのオンライン研修及び手技伝達方

法の構築検討、ベトナム国立衛生疫学研究所（NIHE）の専門

家とともにアジアにおけるドッグマーケットの狂犬病リスクに係

る調査、台湾で報告された野生動物の狂犬病侵淫に係るサ

ーベイランスの現状、チェンマイにおける狂犬病施策の課題

等についてオンラインを介した知見の共有と分析を継続した。

[朴 天鎬（北里大学）；Daria Manalo（フィリピン熱帯学研究

所）；Nguyen Vinh Dong、Nguyen Tuyet Thu,Ngo Chau 

Giang,Hoan Thi Thu Ha（ベトナム NIHE）；費昌勇（台湾大学

獣医大学院）；Wilaiwan Petsophonsakul（タイ CMU）；井上智、

野口章、奥谷晶子]

3. 日本における野生動物等の狂犬病サーベイランス構築と

普及に係る調査研究

本年度は新型コロナウイルス感染症の流行拡大を受けて、

Zoom による遠隔配信で第 8 回九州・沖縄地区狂犬病診断研

修会を行った。宮崎大学大動物手術室備付け高解像度カメラ

で病理解剖手技を配信して鮮明かつ詳細な映像を遠隔地参

加者と共有しつつ逐次解説を行うことで参加者の理解を促す

ことにより参加者から大変分かりやすいとの高評価を得ること

ができた。また、野生動物を対象にした狂犬病のモニタリング

方法を構築するために有害捕獲およびロードキル野生動物

（タヌキ、アナグマ）の微生物検査成績を学会で報告した。[兼

子千穂、山田健太朗、三澤尚明（宮崎大学）；有川玄樹（宮崎

県）；井上智、堀田明豊、野口章；伊藤睦代（ウイルス第一

部）]

4. 狂犬病陽性患者からの狂犬病ウイルスの分離

海外から渡航した狂犬病疑い患者の行政検査を令和 2 年

5月に行い狂犬病陽性であることが確定された。この患者検体

を哺乳マウスの脳内に接種し狂犬病ウイルスの分離に成功し

た。また遺伝子解析の結果、フィリピンで流行しているクラスタ

ーに属した。[野口章、井上智、加来義浩、奥谷晶子、原田倫

子、前田健]

5．従来のヒト用 HEP-Flury 株狂犬病ワクチンの改良のための

研究

日本国内ではヒト用狂犬病ワクチンとして HEP-Flury 株由

来ワクチンを使用・製造してきたが、初代ニワトリ胚培養細胞を

用いているため、大量生産を妨げる製造コストが高く、国内生

産は衰退している。そのため、ワクチン製造に優れた Vero 細

胞に馴化した HEP-Flury 株由来狂犬病ワクチンを作製し、ま

た接種方法を検討することで、安価で予防効果の高いワクチ

ンへと改良することを目的とする。本年度、Vero 細胞で HEP-

Flury株の継代を重ねた結果、10継代以降増殖性が上昇し、

20 継代以降ウイルス増殖性がさらに速くなった。作成株の遺

伝子解析を実施したところ、増殖性の良くなった 10 代継代株

で 3 カ所のアミノ酸変異、更に増殖がよくなった 30 代継代株

で更に 4カ所のアミノ酸変異が認められた。親株と馴化株を比

較したところ、中和活性に差は認められなかった。今後、リバ

ースジェネティクス法にて Vero細胞への馴化に関連する遺伝

子を解明するとともに、馴化株を用いた不活化ウイルスを作成

し、接種経路・回数を検討する予定である。［原田倫子、野口

章、前田健］

6．街上毒株 Toyohashi株の固定毒化の解明のための研究

2020年 5月に国内で 14年ぶりに狂犬病患者が報告され、

狂犬病ウイルス街上毒株の Toyohashi 株を分離した。

Toyohashi株を系統解析の結果フィリピンで認められている株

と類似していた。街上毒株の固定毒化はパスツールの時代よ

り実施されているが、その固定毒化過程は明らかとなっていな

い。そのため、分離した Toyohashi株を in vitro と in vivo

で継代・馴化することでそれに伴う固定毒化過程を解明するこ

とを目的とする。本年度は in vivo 実験として Toyohashi 株

を乳飲みマウスで 2代脳内継代した後、4週齢 ICRマウスで 8

代脳内継代した。また、in vitro 実験としてマウスで 2 代脳

内継代した Toyohashi株を MNA細胞・Vero細胞に接種・継代

した。今後、遺伝子解析を実施し、アミノ酸変異等の有無を明

らかとし、病原性の変化等を解析する予定である。［原田倫子、

野口章、井上智、前田健］

7．街上毒株 Toyohashi株の G タンパクを組み込んだワクシニ

アワクチンの作製

海外において野生動物からの狂犬病ウイルスの感染は多く、

野生動物における狂犬病ワクチンとして狂犬病ウイルス G タン
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パクを組み込んだ経口ワクシニアワクチンが使用されている。

しかし、使用されているワクシニアウイルスは Copenhagen 株と

いう病原性を保有している株であるため、ヒトが接触した際に

ワクシニアウイルスに感染し皮膚病変を呈したといった報告が

ある。そのため、病原性の低いワクシニアウイルスに狂犬病ウ

イルス G タンパクを組み込んだワクシニアワクチンを開発する

必要がある。本研究は病原性の低い LC16m8に Toyohashi株

の G タンパクを組み込んだワクシニアワクチンの開発を目的と

する。現在、LC16m8 に Toyohashi 株の G タンパクを組み込ん

だ recToyohashi G LC16m8を作成した。今後、街上毒株との

攻撃試験を実施し、ワクチンとしての効果を解析する予定であ

る。［原田倫子、朴ウンシル、前田健］

8. 狂犬病ウイルスの新規リニアエピトープの解析

狂犬病ウイルスのリニアエピトープを用いた新たな抗体検査

系の確立を目指す。狂犬病ウイルス HEP-Flury株の G蛋白質

細胞外ドメインを 100 アミノ酸ずつ 5 つのペプチドに分け大腸

菌で発現させた。ペプチド発現大腸菌溶解液を抗原とし、ウ

エスタンブロットでワクチン接種済みの人の血清を当てたとこ

ろ２つのペプチドで反応を示した。１つはまだ報告がない領域

のエピトープであり、今後正確なエピトープの位置を決定し、

ペプチド ELISA やルミネックスを用いた抗体検査系の確立へ

応用する。[井上雄介、加来義浩、野口章、井上智、前田健]

9．狂犬病ウイルスの増殖を阻害する抗 P 蛋白質 intrabody

発現ナノ粒子の in vivo接種

狂犬病ウイルス（Rabies virus: RABV）は、主に感染動物

の咬傷により伝播し、潜伏期を経て神経上行性に中枢神経に

侵入後、狂犬病を発症する。感染しても、速やかに予防的な

ワクチンを接種することで発症を阻止できるが、ひとたび発症

すると確実な治療法はなく、致死率はほぼ 100%である。これま

で RABVの P蛋白質（RABV-P）に対する抗体の single chain 

variable fragment (scFv)を、脳組織の神経細胞において

細胞内発現抗体（intrabody）として発現させ、発症後の治療

に応用することを目指してきた。本年度は、マウス生体におけ

る遺伝子の導入・発現確認のため、scFv 遺伝子を封入した、

組成の異なる 4 種類のナノ粒子液を、マウス 2 匹の左右後肢

の腓腹筋および 25 匹の鼻腔に接種した。感染病理部の協力

のもと、scFv 発現状況を解析した。腓腹筋については、穿刺

痕周囲の組織を採取し、免疫染色後に観察した。その結果、

いずれも接種部位周辺の線維芽細胞、筋細胞、脂肪細胞等

に scFv の発現が確認された。経鼻接種後の鼻腔および脳組

織の scFv発現状況については、現在も解析を継続している。

[加来義浩、野口章、井上智、前田健;飛梅実（感染病理）]

VIII．リッサウイルス感染症に関する研究

1. リッサウイルスのシュードタイプウイルスの作製

現在世界中で 17 種のリッサウイルスが同定されている。検

査系の確立の為に水疱性口炎ウイルス（VSV）を用いたシュー

ドタイプウイルスの作製を行った。7 種のリッサウイルス、狂犬

病ウイルス（RABV）、オーストラリアコウモリリッサウイルス（ABLV）、

ヨーロッパコウモリリッサウイルス 1,2（EBLV-1,EBLV-2）、ドゥベ

ンヘイグウイルス（DUVV）、モコラウイルス（MOKV）、ラゴスコウモ

リウイルス（LBV）のシュードタイプウイルスの作製に成功した。

狂犬病ワクチン接種済みのイヌの血清を用いて中和試験を行

っ たと こ ろ 、同 じ フ ィ ロ グ ループ 1 に属する 5 種

(RABV,ABLV,EBLV-1,EBLV-2,DUVV)で交差反応が見られた。

フィログループ 2 に属する MOKV, LBV ではほとんど交差反応

は見られなかった。今後、各リッサウイルス G 蛋白に対する抗

血清の作製と感染性ウイルスを用いた中和試験を行い、シュ

ードタイプウイルスの性能を評価する。更にシュードタイプウイ

ルスを海外へ輸送し、海外における野生動物の抗体保有調

査も行う予定である。[井上雄介、加来義浩、野口章、井上智、

前田健]

IX. ヘニパウイルス感染症に関する研究

1. 地方衛生研究所で実施可能なニパウイルス診断法の構築

ニパウイルス（NiV）感染症は、予防法や治療法がなく致死

率も高いことから、患者が発生した場合の健康被害や社会・

経済への影響は甚大なものとなる。疑い事例発生時に早期診

断を実施することで、適切な患者対応を早め、二次感染を防

ぐことを目的に、地方衛生研究所（地衛研）で実施可能な迅

速・安全な診断法（抗体、抗原および遺伝子検出）の開発・普

及を目指している。今年度に実施した内容を以下に示す。1) 

soluble NiV-G（NiV-sG）蛋白質の作製：抗 NiV-G 抗体検出イ

ムノクロマト系の構築に供することを目的に、NiV-G の細胞質

内ドメインおよび膜貫通ドメインを欠失させ、His/S-tagを結合

した NiV-sG の作製を行った。NiV マレーシア株（NiV-M）およ

びバングラデシュ株（NiV-B）の sG発現プラスミドを HEK293T細

胞に transfect し、2 日後の上清を回収し、Ni-NTA ビーズを

用いて精製した。SDS-PAGE により、NiV-M-sG, NiV-B-sG に

由来する 65-70kDaのバンドを確認した。2) 抗 NiV-Gモノクロ
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ーナル抗体（MoAb）の作製：NiV-M-sG発現プラスミドをマウス 4

匹に 2 週間毎に免疫し、経時的に採血を行った。シュードタイ

プ VSVを用いた中和試験により抗体価を測定したところ、抗体

価の上昇を確認した。上述の NiV-sG で最終免疫を実施した

後、もっとも中和抗体価が高いマウスから脾臓を摘出し、ハイ

ブリドーマを作製する。3) NiV-N検出サンドイッチ ELISAの構

築：国立感染症研究所・獣医科学部で保有している複数の抗

NiV-N MoAb の反応性を IFAで比較し、サンドイッチ ELISAに

使用する MoAb を選択した。[加来義浩、野口章、井上智、前

田健]

2. シュードタイプ VSVを用いたコウモリ血清のヘニパウイルス

抗体調査

ニパウイルス（NiV）、ヘンドラウイルス（HeV）は致死率が高い

うえ、治療法・ヒト用ワクチンが開発されていないことから、国際

的に BSL4 病原体に分類されている。これまでの研究で NiV-

F/G および HeV-F/G 蛋白質を外套したシュードタイプ VSV

（VSVp）を用いて、ヘニパウイルスの鑑別診断が可能な中和抗

体測定法（SNT）を構築した。今年度は、昨年度より継続して、

本 SNT を用いて、ヘニパウイルス浸潤地域であるフィリピンで

採取されたコウモリ血清の抗体調査を実施した。岡山理科大

学の渡辺俊平博士より提供されたコウモリ類の血清 160 検体

を SNTに供したところ、陽性反応を呈した検体は確認されなか

った。これらの検体は、次年度以降、NiV-G 発現 HEK293T 細

胞の可溶化抗原を用いた、抗 NiV-G 抗体検出 ELISA 法の特

異性評価に使用される。[加来義浩、前田健]

X．炭疽菌およびその類縁菌に関する研究

1．ベトナム北部で分離された炭疽菌の遺伝学的および血清

学的解析について

ベトナム衛生研究所（National Institute of Hygiene 

and Epidemiology：NIHE） との共同研究において、北部の炭

疽発生地域における患者、患畜および環境検体からの確実

な病原体分離を実施するため地域拠点研究所および NIHEの

実験室を対象とした病原体分離のための使用培地の選定お

よび、遺伝子検査系のための使用試薬等の技術移転を行っ

た。また、炭疽に罹患したヒト患者からの血清および非発生地

域からのヒト血清を用いて、抗体獲得状況等を把握するため

の血清疫学解析を行うため、炭疽菌毒素抗原および試薬の

調整を行った。[奥谷晶子、井上智、前田健；森川茂(岡山理

科大学)、Ha Hoang(ベトナム NIHE)]

2. 国内に生息する野生動物腸内細菌叢等のメタゲノム解析

国内に生息する各種の野生動物の便・腸内容物や周辺環

境土壌からメタゲノム解析を行い、動物体内や環境中検体か

らの潜在的な感染リスクを推定するため、和歌山県内で採取

されたアライグマ(n＝16)、ハクビシン(n＝2)、アナグマ(n＝

10)の糞便を回収し糞便から直接 DNAおよび RNAを抽出した。

DNA は 16S rRNA遺伝子によるメタゲノム解析に RNAはショット

ガン解析を行うための検体調整を行った。また、東京大学医

学部附属病院より分与された入院患者の血液検体から分離さ

れたセレウス菌 30 株について全ゲノム解析を行い、これまで

に解析してある土壌、食中毒由来セレウス菌の全ゲノム配列と

の比較解析を行った。[奥谷晶子、前田健、森川茂(岡山理科

大学)]

XI．ブータンにおける人獣共通感染症の浸潤調査

ブータン Royal Centre for Disease Control (RCDC)お

よび National Centre of Animal Health（NCAH）とともに、同

国における 1)狂犬病、2)クリミアコンゴ出血熱（CCHF)、3)炭疽、

4）コウモリ由来感染症の浸潤状況の把握および有効な防疫

策の構築を目的とした共同研究を進めている。共同研究を円

滑に進め、将来的に上記以外の感染症を対象にすることも視

野に入れ、2019 年度に感染研・獣医科学部／RCDC／NCAH の

3 者で MoU を締結した。本年度の各テーマの実施内容を以下

に示す。1) 狂犬病：ブータン国内のワクチン接種者（防疫担

当者等）の中和抗体保有調査を実施するため、日本より狂犬

病ウイルス（RABV）抗体簡易検出法（RAPINA法）の検査キットを

送付した。ブータン側で、抗 RABV ヒト免疫グロブリンを RAPINA

に供し、キットの反応性・感度を確認した。2) CCHF：ブータン

南部の家畜飼養者における CCHF ウイルスの浸潤状況調査を

実施するにあたり、調査対象となる地域および農家の選定を

継続的に行った。ブータン南部のインド国境付近の Chukha, 

Samtse, Sarpang の 3 州において、各州からヤギ 400～500

頭ずつの採材を完了した。3) 炭疽：土壌検体からの炭疽菌

および類縁菌の分離に用いる培地や培養条件等の技術およ

び資材支援を継続的に行った。ブータン側でティンプー近郊

の複数の地点から土壌の採取を行った。4) コウモリ由来感染

症：各種病原体の抗体調査を実施するにあたり、戸山庁舎・

動物実験施設においてルーセットオオコウモリ 2 頭を飼育し、

採血法を検討した。ブータン側で、コウモリ類の分布域に関す

る情報を得るため、複数の国立公園のレンジャーにアンケート
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を実施した。[加来義浩、奥谷晶子、前田健]

XII．野兎病に関する研究

1. 日本分離野兎病菌の全ゲノム解析

2008 および 2009 年に国内の斃死ノウサギから分離された

野兎病菌 KU-1 および NVF1 株の全ゲノムを Pacbioの RS II 

sequencing platform により解析し、決定した。両株の GC含

量はともに 32.18％で、全長はそれぞれ 1,907,828 および

1,907,706  bpであった。これらゲノム配列は DDBJに登録し、

それぞれ Accession numbers AP023460および AP023459 と

して公開された。これらの 2株のゲノム配列は極めて相同性が

高 く 、他の公開さ れている Francisella tularensis 

subspecies holarctica biovar japonicaのチベット由来

T01株やトルコ由来 PHIT-FT049株と近いがことが示された。こ

れらのデータは今後の国内分布野兎病菌の分子疫学解析の

発展に有用である。[堀田明豊、藤田修、鈴木道雄、森川茂、

宇田晶彦、前田健］

2. モノクローナル抗体による野兎病菌の感染防御に関する

研究

抗野兎病菌マウスモノクローナル（MAbs）による感染防御試

験を試みた。マウスの鼻腔より野兎病菌を 103CFU 接種し、そ

の 2 時間後に 100μg の MAbs を腹腔内に接種したところ、３

種のリポ多糖体（LPS）を認識する MAbs 接種群の生残期間が

有意に延長した。これら３種の MAbs を、野兎病菌 10CFU を皮

内接種したマウスの腹腔に同様に接種したところ、菌凝集能

を有す MAb M14B11接種群が 50%（2/4）耐過し、他の２MAbs接

種群の生残期間の延長が認められた。MAb M14B11（1, 10, 

100, 1,000ng）と野兎病菌 102CFU の混合液を皮内に同時接

種したところ、1,000ng 接種群に生残期間の延長、耐過個体

（1/8）が認められたが、有意差は認められなかった。これより

菌凝集力価を有す抗体の感染防御への関与が考えられたが、

マウスにおける野兎病の耐過には相当量の抗体の持続的供

給が必要と考えられた。[堀田明豊、藤田修、宇田晶彦、鈴木

道雄、森川茂、前田健]

XIII．ウエストナイル熱に関する研究

1．死亡動物調査システムの構築と運用

人獣共通感染症引き起こす病原体の拡散と野生動物大量

死は、密接にかかわっている可能性が指摘されている。そこで、

自治体、検疫所、および自衛隊の協力を得て、カラスを含む

鳥類や、その他の野生動物（コウモリ、ネコ、イヌ、シカ、クマ、

イノシシ、アライグマ、タヌキ、キツネ、イタチ、ハクビシンなど）

の死亡個体数調査を、DAS (Dead Animal Surveillance) シ

ステムを用いて実施してきた。令和２年度は、DAS システムに

登録されたデータを用いて、野生動物の死亡個体数の変動を

解析した。この結果、１０月のカラスの死亡個体数において、

一過性の有意な増加が観察された。このカラスの死亡個体数

急増は、平成３０年度から令和２年度までの３年間の秋に、特

定の自治体で観察された現象であることから、当該自治体と

連携して原因解明が必要であると考えられた。また本年度は、

新興人獣共通感染症である重症熱性血小板減少症候群

（SFTS）ウイルスのイヌやネコにおける疫学調査支援のための

システムの開発も行った。[宇田晶彦、前田健]

XIV.動物由来ヘルペスウイルスに関する研究

1. サルにおける B ウイルス特異抗体検出系の構築

B ウイルス特異抗体検出系をマルチプレックスビーズアッセ

イにより構築し、すでに中和抗体の保有状況が判明している

国内のニホンザル、カニクイザルの血清を用いて評価を行っ

た。B ウイルスの糖蛋白 gD の 363-394 ペプチドが最も特異性

が高く、HSV-1 に対する中和抗体価と高い相関を示した。得ら

れた蛍光強度の S/N 比の Cut-off 値を 3.048 に設定した場

合、その感度・特異度は 86.67%だった。また、このペプチドは

B ウイルス患者血清中の抗体とも反応することが確認された。

[石嶋慧多、宇田晶彦、前田健; 山田壮一、福士秀悦、西條

政幸 (ウイルス第 1 部); 藤井ひかる、森川茂(岡山理科大

学)]

XV．新型コロナウイルスに関する研究

1. ヒト ACE2 トランスジェニック（hACE2 Tg）マウスの SARS-CoV-

2感受性試験

新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）の宿主域は比較的広く、

サル、ゴールデンハムスター、ミンク、フェレット、ネコ等で感染

が成立することが知られている。しかし、2020 年初旬に分離さ

れた SARS-CoV-2株をマウスに接種した場合、一過性のウイル

ス増殖は見られるものの臨床症状を示さないことから、マウス

はモデル動物として利用されてこなかった。一方で、SARS-

CoV-2 のレセプターであるヒト ACE2（hACE2）を発現するトランス

ジェニック（Tg）マウスであれば、SARS-CoV-2 への感受性を示

すと期待されていた。そこで、hACE2Tg マウスを用意し、SARS-

CoV-2 WK521 株に対する感受性試験を実施した。この結果、
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hACE2Tgマウスは、極めて微量のウイルス量 （10 TCID50/匹）

で致死的感染を引き起すことが明らかとなり、COVID-19 の感

染モデル動物として有用である可能性が示唆された。[宇田

晶彦、野口章、朴ウンシル、奥谷晶子、加来義浩、黒田雄大、

Milagros Virhuez Mendoz、前田健]

2. 不活化野兎病に対するアジュバントの感染防御効果確認

試験

免疫原性が乏しい不活化野兎病菌に対するアジュバントの

感染防御効果を確認するために、10 種類のアジュバントと不

活化野兎病菌の混合液をマウスに皮下免疫を 3 回行った。こ

の結果、AS01相当（liposome/ MPL/ QS21）処置群では液性

免疫が、ALUM 処置群と MF59 相当（Squalene/ Tween 80/ 

Span 85）処置群の一部のマウスでは細胞性免疫が誘導され

ていた。しかし、野兎病菌強毒株 SCHU P9 による攻撃試験を

行ったところ、AS01 相当処置群で 12.5％（1/8 匹）のマウスが

生残したのみで、その他９種類の処置群のマウスは全て死亡

した。このことから、不活化野兎病菌ではアジュバントを添加し

ても、必要十分な液性免疫および細胞性免疫がマウスに付与

されていない可能性が示唆された。[宇田晶彦、朴ウンシル、

黒田雄大、Milagros Virhuez Mendoz、立本完吾、石嶋慧多、

堀田明豊、前田健]

3. COVID-19患者の飼育するペットにおける感染

COVID-19 患者の飼育するイヌおよびネコのぬぐい液を用い

て遺伝子検出を行ったところイヌ 7頭、ネコ 6頭が遺伝子陽性

となり、最長でイヌは 10 日間、ネコは 15 日間遺伝子が検出さ

れた。十分に量がある検体に関してはウイルス分離を行い、ネ

コ 1頭のぬぐい液から SARS-CoV-2が分離された。次世代シー

ケンサーを用いた遺伝子解析の結果、イヌのぬぐい液由来 3

株、ネコのぬぐい液由来 1株、ネコ由来分離ウイルス 1株の全

塩基配列の決定に成功した。これらの配列はすべて日本独自

のクレードである Pango lineage の B.1.1.214 もしくは

B.1.1.284 に属していた。このことは、国内のヒトからこれら動

物にウイルスが伝播した可能性を示唆している。また今回調

査した動物とその同居動物の血清を用いたウイルス中和試験

により、SARS-CoV-2 に対する中和抗体価を測定した。その結

果、イヌでは 4 頭中 3 頭が、ネコでは 8 頭中 7 頭が抗体陽性

となった。本研究から、感受性が低いとされていたイヌでも感

染が良く見られること、感染動物からヒトへの感染リスクがある

ため取り扱いにより注意しなければいけないことがわかった。

［黒田雄大、山本つかさ、石嶋慧多、前田健］

4. 培養細胞馴化株の作出

感染研のリファレンス株である WK-521 株を Vero9013 細胞と

マクロファージ系のネコ胎子由来(fcwf-4)細胞でそれぞれ継

代・馴化させた株を作出した。作出した株の全塩基配列を次

世代シーケンスによって決定した。TMPRSS2 発現 VeroE6 細胞

Vero9013 細胞、fcwf-4 細胞におけるそれぞれの株のプラー

ク数を求めたところ、馴化株では親株である WK-521 株とは異

なり、 TMPRSS2 発現 VeroE6 細胞でのプラーク数よりも

Vero9013 細胞でのプラーク数が多い傾向が見られた。また、

Vero9013 細胞馴化株は fcwf-4 細胞でほとんどプラークを形

成しなかったが、fcwf-4馴化株は親株よりも fcwf-4細胞での

プラーク形成能が高かった。ヒト型 ACE2 トランスジェニックマウ

スへの fcwf-4 細胞馴化株接種実験を行ったところ、ある株は

親株より約 100 倍弱毒化していた。今後は、様々な培養細胞

中での増殖性・実験動物回復期血清を用いた既存株との抗

原性の比較を行う予定である。[黒田雄大、山本つかさ、朴ウ

ンシル、宇田晶彦、前田健]

5. ORF7 遺伝子欠損株の解析

臨床検体から分離された ORF7 遺伝子欠損株とその親株の

比較解析を行い、ORF7 遺伝子の機能解析を試みた。遺伝子

欠損を RT-PCR で確認した後、7a 蛋白の発現の有無を IFA と

感染ネコ血清を用いたウェスタンブロットで確認した。TMPRSS2

発現 VeroE6細胞におけるプラークサイズを比較したところ、差

は認められなかった。また、Vero9013細胞と Calu-3細胞にお

ける増殖曲線にも差は認められなかった。しかし、欠損株と親

株を混合して Calu-3に接種すると親株の割合が増加すること

がわかった。Vero9013 細胞ではこの現象が見らなかったので、

これは 7a 蛋白の IFN 応答阻害能によるものだと推測された。

COVID-19 回復者血清を用いたウイルス中和試験を行ったが

抗原性の違いは認められず、ORF7 遺伝子はウイルスの抗原

性には関与しないことがわかった。[黒田雄大、朴ウンシル、

宇田晶彦、前田健;糸川健太郎、関塚剛史、黒田誠（ゲノムセ

ンター）]

6. 猫コロナウイルスとの交差反応性の発見

SARS-CoV-2 はヒトだけではなく様々な動物に感染することが

知られている。そこで SARS-CoV-2 感染細胞ライセートを用い

た ELISA による抗体診断がネコにおいて実用可能かどうかを
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検討した。SARS-CoV-2 流行以前の血清 197 検体を検査する

と 12 検体の吸光度が暫定的カットオフ値 0.5 以上となり陽性

となった(陽性率 6.1%)。この陽性率は他のコロナウイルス感

染に影響されていると考え、ネコにおいて主要なコロナウイル

スである I 型猫コロナウイルス(FCoV)に対するウイルス中和試

験を実施した。そうしたところ、中和抗体陽性が 73 検体あり、

それらの SARS-CoV-2 に対する ELISA 平均吸光度は、I 型

FCoV 中和抗体陰性検体の ELISA 平均吸光度よりも有意に高

値だった。したがって、I 型 FCoV 感染が SARS-CoV-2 に対す

る抗体を誘導していることが疑われた。そこで、I 型 FCoV 感染

実験ネコ経過血清を用いて ELISA 試験を行った。4 頭中すべ

てで SARS-CoV-2 に対する抗体が検出され、最も長いもので

600 日以上も抗体が持続していた。また、発現タンパクを用い

た ELISA の結果からは SARS-CoV-2 の N 蛋白だけではなく、

驚くべきことに S 蛋白の RBD 領域にも交差反応することが明ら

かになった。しかし、SARS-CoV-2 の中和抗体陽性となる血清

はなかった。ヒトにおいてウイルス中和試験との相関が非常に

高く、抗体診断に用いられている Roche 社の cobas を用いて

SARS-CoV-2の N ペプチドに対する抗体の検出を試みたが、こ

の系も I 型 FCoV 感染に影響されることがわかった。したがっ

て、ネコにおいて最も確実な SARS-CoV-2 抗体検査系は中和

試験であることがわかった。[黒田雄大、山本つかさ、朴ウンシ

ル、前田健;鈴木忠樹(病理)、高橋宜聖(治ワク)]

XVI. E型肝炎ウイルスに関する研究

1．E型肝炎ウイルスの疫学調査

E 型肝炎ウイルスに対する抗体保有状況および E 型

肝炎ウイルス感染状況の調査をイノシシおよびシカにお

いて実施した。これまでに 15 県のイノシシ 2363 頭と 13

道県のシカ 1822 頭を調査した。その結果、イノシシにお

いては 360 頭（15.2％）が抗体陽性であった。一方、シ

カにおいては 1頭（0.1％）が陽性であった。遺伝子検出

に関しては、イノシシ 1471頭中 25頭（1.7％）、シカ 1380

頭中 1 頭（0.1％）が陽性であった。イノシシにおける抗

体陽性率に関しては、性別における違いは認められな

かったが、体重が 30 ㎏以下の個体は有意に陽性率が

低かった。一方、遺伝子検出率は 30㎏以下の個体が有

意に高かった。このことは、30㎏以下の個体が E型肝炎

ウイルスに感染していること、すなわち、子豚が HEV を保

有しているリスクが高いことが示された。また、培養細胞

に馴化した増殖性の速い HEVの作出にも成功した。マダ

ニ媒介性感染症で致死率が極めて高い重症熱性血小

板減少症候群（SFTS）ウイルスのイノシシとシカにおける

感染リスクを調査した結果、15府県のイノシシ 2110頭中

12 県の 626 頭(29.7%)、28 道府県のシカ 3443頭中 23

府県の 864頭（25.1％）から抗 SFTSウイルス抗体が検出

された。狩猟者は HEVのみならず SFTSVに関しても注意

が必要である。［Milagros Virhuez Mendoza、立本完吾、

前田健］

2．迅速診断のための HEVの細胞馴化

HEV に関する研究や診断が進まないのは HEVの増殖が非常

に遅いためである。分与していただいたウイルスは Alexander

細胞で 13 代継代したものであったが、感染後 28 日目でよう

やく 25サイクルの PCRでバンドが検出された。Real-time PCR

でも感染後 21 日目に検出されるのみであった。最初の頃は 6

週間に 1回の継代などを繰り返した。2年半で 20回の継代に

成功した。その過程で、P13 から P17 のウイルスは 25 サイクル

の RT-PCR で検出されるのは、感染後 28 日であったが、P18-

P30 は感染後 21 日、P31-34 は感染後 14 日目に検出される

ようになった。理想は感染後 7 日目に検出されるウイルスの作

製を目指したが、これ以上は難しいと判断し、20 代継代を加

えた P34 で解析を進めることとした。P34 と P15 の Alexander

細胞での増殖性を定量 RT-PCR で比較した結果、P34 では 7

日目より 104コピー/mL のウイルスが検出された。一方、P15 で

は 14日目までウイルスは検出されなかった。馴化によるウイル

スへの影響を比較した結果、カプシド蛋白の P ドメインに集中

的に変異が観察された。この領域が培養細胞での増殖に重

要である可能性が示唆された。［Milagros Virhuez Mendoza、

前田健］

XVII. マダニ媒介性ウイルス感染症の疫学調査

タカサゴキララマダニより感染研の昆虫医科学部で分離さ

れ、ウイルス一部でマウスにおける病原性が評価された新規

トーゴトウイルスである Oz ウイルス感染症に関して、山口県に

おける疫学調査を実施した結果、ウイルス中和試験でヒト 24

名中 2 名、ニホンザル 40 頭中 19 頭、イノシシ 124 頭中 75

頭、シカ 76 頭中 50 頭が陽性であることが判明した。より多く

の動物での調査を可能にするために、ELISA系を確立した結

果、和歌山県・三重県のサル、大分県・和歌山県・岐阜県の

イノシシ、和歌山県・岐阜県・千葉県のシカが陽性であり、富

山県・栃木県のイノシシは陰性であることが判明した。Oz ウイ
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ルスが人獣共通感染症であり、西日本で流行していることが

確認された。フタトゲチマダニより昆虫医科学部で分離され、

ウイルス一部でマウスにおける病原性を評価された Kabuto 

Mountain ウイルスの血清疫学調査を実施した結果、ウイルス

中和試験により、山口県のヒト 20.8％、サル 3.4％、イノシシ

33.5％、シカ 4.7％、クマ 7頭中 0頭、ヌートリア 27頭中 0頭

が陽性であることが確認された。他のフレボウイルスとの交差

反応の可能性も考え、間接蛍光抗体法・ELISA とともに確認

している。野生動物におけるフレボウイルス感染症を網羅的

に調査するための SFTS ウイルス、Kabuto Mountain ウイルス、

Mukawaウイルスを含めた 14種のフレボウイルスの N蛋白、11

種の G蛋白の発現に成功した。[前田健; 伊澤晴彦、沢辺京

子（昆虫医科学部）、Ngo T.B. Tran、下田宙（山口大学）]

レファレンス業務

Ⅰ．行政検査・依頼検査等

今年度は以下の行政検査･依頼検査等を実施した。

1) ブルセラ症疑い患者検体または分離株の行政検査：

15 件 (行) [今岡浩一]

2) カプノサイトファーガ感染症疑い患者検体または分

離菌株の依頼検査：2 件(依) [鈴木道雄]

3) 鼠咬症疑い患者検体の依頼検査：3 件(依) [今岡浩

一]

4) SFTS 疑い犬･猫検体の依頼検査：155 件(依) [石嶋慧

多、立本完吾、朴ウンシル、井上雄介、原田倫子、前

田健]

5) 狂犬病の行政検査・依頼検査 [野口章、井上智、加

来義浩、奥谷晶子、前田健]

狂犬病疑い患者検体の行政検査：2 件（内 1 件は狂犬

病陽性、1件は陰性）

狂犬病疑い犬検体の依頼検査：1件（陰性）

6) 野兎病疑い患者検体の行政検査：2 件[堀田明豊]

7) SARS-CoV-2（全所対応の一部）

国内の検疫所において採取され、SARS-CoV-2 遺伝子

陽性となった検体からウイルス分離を実施し、分離され

た 24 株について全塩基配列を決定した。これらの株の

一部は他研究機関へ分与された。[前田健、黒田雄大、

山本つかさ; 福士秀悦、山田壮一(ウイルス第 1 部); 

藤本嗣人(感染症危機管理研究センター)]

品質管理に関する業務

Ⅰ．地方衛生研究所等（38 機関）を対象に、猫・犬における

SFTSV 遺 伝 子 検 出 に 関 す る External Quality 

Assuarance(EQA)を行った。また、10 機関を対象に「死亡動

物のモニタリングシステム」のトライアルとシステム向上のため

のフィードバックを実施した。

［朴ウンシル、宇田晶彦、今岡浩一、前田健］

研修業務

1) ブルセラ症について. 令和 2年度希少感染症診断技

術研修会、東京、2021 年 2月［今岡浩一］

2) 第８回九州・沖縄地区狂犬病診断研修会及び令和元年

度狂犬病予防業務地方ブロック技術研修会、主催：宮

崎大学産業動物防疫リサーチセンター・厚生労働省健

康局結核感染症課、2021 年 1 月 25 日-26 日、宮崎大

学（宮崎県）[井上智、堀田明豊、野口章、伊藤睦代]

3) Inoue S. OIE virtual workshop: Preparing for 

and dealing with incursion of an infectious 

disease – rabies. OIE World Organization for

animal Health. Tokyo, Japan. (Time: 12-3pm JST) 

22nd – 23rd March 2021.

4) Inoue,S. OIE virtual workshop: Preparing for and 

dealing with incursion of an infectious disease 

– rabies (Simulation exercise for nominated 

participants). OIE World Organization for 

animal Health. Tokyo, Japan. (Time: 3.30-6.30pm 

JST) 24th March 2021. 

5) 「SFTSの最新の状況について」 令和 2年度動物由来感

染症対策技術研修会、WEB 公開、2020 年 11 月 [石嶋

慧多、立本完吾、朴ウンシル、前田健]
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